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CITOTOXICA E MUTAGENICA DE EXTRATOS AQUOSOS DE
Aspidosperma pyrifolium (APOCYNACEAE). 2015. 74 f. Dissertacdo
(Mestrado em Producdo Animal: Caracterizacdo, Conservacdo e
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RESUMO A especie Aspidosperma pyrifolium Mart. é utilizada na alimentagdo por
animais de producgéo. No entanto, sdo escassos 0s estudos sobre a toxicidade dessa planta.
Este trabalho objetivou identificar a existéncia de efeito toxico, citotoxico e mutagénico de
folhas de A. pyrifolium no sistema teste Allium cepa e em camundongos. Foi feita a anélise
de crescimento de raizes, inibicéo relativa e indice mit6tico com o teste Allium cepa. Para a
DL50 foram utilizados grupos de camundongos, observados por 14 dias para determinar a
quantidade de mortos, doentes e sobreviventes. Para o teste de micronucleo e células
binucleadas foi feita a extracdo da medula 6ssea dos animais. Os bioensaios com o Allium
cepa realizados revelaram que o extrato aquoso das folhas secas ndo mostrou efeito toxico,
contudo, estimulou a diviséo celular na concentragdo de 50 mg/L, sendo indicativo de
formacdo de células tumorais. As folhas frescas foram tdxicas na concentracdo de 300
mg/L e teve efeito toxico subletal na concentra¢do de 5 mg/L. Nos camundongos, a dose
letal mediana foi de 750,63 mg/Kg com o extrato aquoso de folhas frescas, sendo letal nas
concentracdes testadas a partir da concentracdo de 900 mg/Kg em machos e fémeas. Os
animais avaliados apresentaram alteracGes comportamentais no sistema nervoso e alteragdo
no peso médio total. As concentracdes testadas indicaram ndo serem mutagénicas e nem
citotoxicas na andlise geral das frequéncias de micronucleo e células binucleadas,
respectivamente. Mas, este trabalho fornece dados de toxicidade, citotoxicidade e
mutagenicidade ainda ndo investigados para a espécie A. pyrifolium.

PALAVRAS-CHAVE: Allium cepa. indice Mitético. Mus musculus. Dose letal mediana.
Micronucleo. Célula Binucleada.
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pyrifolium (APOCYNACEAE). 2015. 74 f. Master Science Degree in Animal
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ABSTRACT: The Aspidosperma pyrifolium Mart species. it is used in feed for farm ani-
mals. However, there are few studies on the toxicity of this plant. This study aimed to iden-
tify the existence of toxic effect, cytotoxic and mutagenic leaves of A. pyrifolium the test
system Allium cepa and mice. It was made growth analysis of roots, inhibition relative and
mitotic index with the Allium cepa test. For the LD50 they were used of groups mice were
observed for 14 days to determine the number of dead and surviving animals. For the mi-
cronucleus test and binucleated cells was done extracting bone marrow of animals. Bioas-
says performed with the Allium cepa revealed that the aqueous extract of dried leaves
showed no toxic effects, however, stimulated cell division in a concentration of 50 mg/L, is
indicative of formation of tumor cells. The fresh leaves were toxic at the concentration of
300 mg/L and had a effect toxic sublethal on concentration of 5 mg/L.. In mice, the median
lethal dose was 750.63 mg/kg with the aqueous extract of fresh leaves, and lethal concen-
trations tested from the concentration 900 mg/kg in males and females. The evaluated ani-
mals showed behavioral changes in the nervous system and change in average total weight.
The concentrations tested indicated are not mutagenic or not cytotoxic in the overall analy-
sis of micronucleus frequency and binucleated cells, respectively. But, this work provides
data toxicity; cytotoxicity and mutagenicity still have not investigated for the species A.
pyrifolium.

KEYWORDS: Allium cepa. Mitotic Index. Mus musculus. Median Lethal Dose.
Micronucleus. Cell Binucleated.
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CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO GERAL

A regido Nordeste do Brasil abriga no ecossistema da Caatinga um bioma com uma
grande diversidade de plantas medicinais, arométicas e com grande potencial de producdo de
forragem, constituindo na maioria das vezes a principal fonte de alimentacdo animal para
bovinos, equinos, ovinos e caprinos na regido semiarida (PINTO; CAVALCANTE;
ANDRADE, 2006). No entanto, apesar do potencial dessa vegetacdo, muitas dessas plantas
consumidas pelos animais sdo toxicas, contudo, devido ao periodo de estiagem, tornam-se
opcdo para a alimentacdo dos animais (SILVA et al, 2006; ASSIS et al., 2009; RIET-
CORREA, BEZERRA E MEDEIRQS, 2011; NETO, SAKAMOTO, SOTO-BLANCO, 2013,
MEDEIROS et al., 2004; FERREIRA, 2014).

Alguns autores ja descreveram algumas plantas que causam efeitos toXicos aos
animais na regido nordestina, segundo conhecimento popular dos produtores. Silva et al.
(2006) investigaram plantas toxicas para ruminantes e equideos no Seridd Ocidental e
Oriental do Rio Grande do Norte. Neto, Sakamoto e Soto-Blanco (2013) realizaram um
inquérito epidemioldgico de plantas toxicas da mesorregido Central e Oeste do Rio Grande do
Norte. Pimentel (2012) aborda um levantando de plantas toxicas do Nordeste Baiano.

Uma das plantas apontadas como tdxicas, através de conhecimento popular, € a
espécie Aspidosperma pyrifolium, conhecida popularmente como pereiro. A espécie tem
causado abortos ou nascimentos de animais débeis que morrem apds o parto, tanto para
bovinos, quanto para caprinos e ovinos. Outro sinal da intoxicacdo por essa planta € a
ocorréncia de rigidez dos membros posteriores dos animais, causando dificuldade de
locomocdo em bovinos, muares e equinos. A época de maior ocorréncia de ambas as formas
de intoxicacdo é na caida das folhas, no inicio do periodo de estiagem (SILVA et al., 2006).

Neto, Sakamoto e Soto-Blanco (2013) também observaram que a Aspidosperma
pyrifolium causou malformacdes (flexura dos membros pélvicos, prognatia, braquignatia,
microftalmia, dermatoide ocular e atresia anal) em bovinos e caprinos.

No entanto, apesar da identificacdo pelos produtores de que essa planta é toxica aos
animais, os estudos experimentais que visam comprovar sua toxicidade ainda séo escassos,

bem como, estudos citotdxicos e mutagénicos.
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2. TOXICIDADE AGUDA

Os estudos toxicoldgicos quando aplicados em animais de laboratério e, sob condi¢des
previamente estabelecidas, permitem determinar os possiveis efeitos de substancias ou plantas
toxicas para humanos ou animais expostos as mesmas (BARROS; DAVINO, 2003). A
avaliacdo toxicoldgica é realizada com ensaios biolégicos em animais e os resultados sdo
extrapolados para humanos e animais. Nestes casos, 0s exames hematoldgicos, bioquimicos, a
autopsia geral, a histopatologia e a manutencdo do grupo controle para fins de comparacao
também podem ser realizados, bem como a avaliagdo do estado geral dos animais e a
observacdo dos efeitos toxicos (LIMA; OLIVEIRA; NAGEM, 2003).

A avaliagdo toxicologica em organismos vivos pode envolver a avaliacdo dos efeitos
obtidos ap6s 24 horas da administracdo (toxicidade aguda) ou ap6s administracdes em doses
repetidas (toxicidade subcronica e crénica) (GOMES, 2011).

A avaliacdo de toxicidade aguda tem por objetivo caracterizar a relacdo dose/resposta
que conduz ao célculo da DL50 (dose letal mediana). Este parametro é Gtil para se identificar
a toxicidade relativa da substdncia frente a uma populacdo animais de experimentacdo
(BARROS; DAVINO, 2003), fornecendo subsidios a cerca dos riscos a salde, resultantes de
uma exposicao de curta duracdo (BRITO, 1994).

3. GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

A genotoxicidade € um termo geral que se refere a alteracdes na estrutura geral ou na
disposicdo dos cromossomos, ou nas sequéncias de pares de bases do DNA por exposi¢cdo a
agentes toxicos (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Os agentes genotoxicos causam diversos tipos de danos ao material genético, devido
as interacdes quimicas. Pode ocorrer formacdo de adutos, alteracdes oxidativas e até mesmo
quebras no DNA. Mas devido aos sistemas de reparo das células, as lesGes, na maioria dos
casos, sao reparadas ou eliminadas. Se a lesdo permanecer e passar para as células filhas, o
agente causador da lesdo sera caracterizado como mutagénico (MiD10; MARTINS, 2000).

Assim, é possivel concluir que os efeitos genotoxicos podem ser transitdrios, enquanto
0s mutagénicos sdo aqueles que persistem pelas geracGes de células filhas. Logo, a
mutagenicidade representa uma alteracdo permanente no material genético de um organismo
(DEARFIELD et al., 2002).
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Dentre os métodos disponiveis para avaliar a toxicidade, citotoxicidade e mutagénese
de plantas toxicas, destacam-se o ensaio em Allium cepa (cebola) e o teste de microndcleo em
células da medula éssea de roedores (MARSIGLIA et al., 2011).

3.1. Teste Allium cepa

O sistema teste vegetal de A. cepa é um excelente bioindicador para o primeiro
screening da toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade de plantas consideradas toxicas,
devido ao seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros testes de toxicidade,
auxiliando os estudos de prevencao de danos a saide humana e animal (BAGATINI; SILVA,;
TEDESCO, 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Este teste permite analisar parametros macroscépicos como alteracdo de cor, formato,
tamanho da raiz e deformidade, e ainda microscopicos, como aberracdes cromossdmicas,
indice mitético (IM) e micronucleos (MN) (LONGHIN, 2008).

O parametro macroscépico mais comumente analisado para a fitotoxicidade € a
observacao da inibi¢cdo do crescimento da raiz ou a ndo germinacdo de sementes, quando
expostas a um composto téxico (BENASSI, 2004).

Um dos pardmetros microscopicos é o indice mitético. De acordo com Leme e Marin-
Morales (2009), a analise do Indice Mitético (IM) foi utilizada em diferentes estudos e a
maioria deles mostrou resultados satisfatorios para as analises propostas. O IM constitui um
parametro importante para a avaliacdo da toxicidade celular, pois a citotoxicidade pode ser
determinada pelo aumento ou pela diminuigéo do IM.

indices mitéticos maiores que o controle negativo sdo resultado de um aumento na
divisdo celular, que pode ser prejudicial para as células, levando a uma proliferacdo celular
desordenada e até mesmo para a formacdo de tecidos tumorais. Ja a reducdo significativa do
IM em relacdo ao controle negativo pode indicar alteracdes, derivadas da acdo toxica de
compostos, como por exemplo, compostos alopaticos em plantas toxicas, sobre o crescimento
e desenvolvimento do organismo exposto (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Conforme Turkoglu (2008), a reducdo do IM pode ser devida a uma inibicdo da
sintese do DNA ou a um bloqueio da Fase G, do ciclo celular, impedindo que a célula entre
em mitose.

O teste A. cepa tem mostrado alta sensibilidade e boa correlagdo quando comparado

com outros sistemas de teste, como por exemplo os testes linfocitos humanos (FISKESJO,
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1985). Rank e Nielsen (1994) relataram uma correlagéo de 82% entre o teste A. cepa e 0S
testes de carcinogenicidade em roedores.

3.2. Teste de Micronucleos

Entre os testes citogenéticos existentes, o teste do microndcleo (MN) é comumente
usado para avaliar aberragcdes cromossémicas estruturais e numeéricas, induzidas por agentes
clastogénicos e aneugénicos (HEDDLE et al., 1991). E uma das técnicas mais promissoras,
baratas e rapidas para a avaliacdo genotoxicoldgica (HEDDLE et al.,1983).

Os micronucleos sdo massas de cromatina com aparéncia de um pequeno nucleo,
resultantes de cromossomos que ndo migraram para os polos durante anafase, ou de
fragmentos cromossémicos acéntricos (SCHMID, 1976). Os danos no centrdmero ou defeitos
na citocinese causam o retardamento de fragmentos de cromossomos, ou Cromossomos
inteiros durante a divisdo celular (HEDDLE et al., 1991). Assim, os fragmentos néo
incorporados permanecem no citoplasma, formando as pequenas quantidades de DNA que
constituem os micronucleos (SCHMID, 1975) (Figura 1).

(a) .‘ /’“ ™ . W ‘ :i’. )
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Figura 1. Representacdo esquematica da formagdo de microntcleos como consequéncia de uma leséo
no material genético de uma célula em divisdo. (a) Origem de um microndcleo a partir de um
cromossomo inteiro e fragmentos cromossémicos acéntricos na anéfase; (b) formagdo de uma ponte a
partir de cromossomos dicéntricos, onde os centrdbmeros se dirigem para os lados opostos da célula
(Fonte: Adaptada de FENECH, 2000).

Os micronucleos podem aparecer em células vegetais, hepatdcitos, espermatides de
mamiferos, ou seja, o surgimento do microndcleo ocorre em diversos tipos celulares
(RABELLO-GAY et al., 1991).

Alguns critérios devem ser avaliados para a correta classificacdo e determinagdo da

frequéncia de micronucleos (MN), incluindo: o diametro do MN, que deve ser menor que um
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terco do nucleo; o MN ndo deve ser refratario; a coloragdo do MN nédo deve ser mais escura
que a do nucleo; e o micronlcleo ndo deve tocar o nucleo (DA CRUZ et al., 1994).

O teste de MN em medula éssea de roedores in vivo € amplamente aceito pelas
agéncias internacionais e instituicdes governamentais, como parte de uma bateria de testes
recomendados para se estabelecer avaliagdo e registro de novos produtos quimicos e
farmacéuticos, que entram anualmente no mercado mundial (CHOY, 2001), e também auxilia
na identificacdo de plantas tdxicas. Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrocitos de
medula 6ssea de camundongos, porém também ¢é realizado em ratos (SOUZA et al., 2006).

A analise de frequéncia de micronlcleos em eritrocitos policromaticos de medula
6ssea de mamiferos foi estabelecida, na década de 70, por Schmid e, ainda hoje, é um dos
testes mais utilizados como padrdo de aberraces cromossdmicas em eucariotos. Os
eritrocitos sdo células abundantes na medula dssea e no sangue periférico de mamiferos. Sdo
particularmente propicios ao teste de microndcleos pela sua alta rotatividade, auséncia de
ndcleo e possibilidade de diferenciar eritrocitos jovens pela presenga de RNA (WILD, 1978).

O eritrocito recém-formado contém RNA ribossomal, responsavel pela sintese das
hemoglobinas. Devido a isso, pode ser corado diferencialmente com um corante para acidos
nucleicos, como por exemplo, o corante Giemsa. As células sdo desta forma, denominadas de
eritrécitos policromaticos (EPC). Este tipo celular jovem pode permanecer estavel por mais
ou menos 24 horas apds a expulsdo do nucleo nas células dos mamiferos. Ja os eritrocitos
maduros sdo denominados de normocromaticos (ENC), por apresentarem mais hemoglobina
(Figura 2) (SALAMONE; HEDDLE, 1983; MAVOURNIN et al.,1990; HAYASHI et al.,
1994).

C

Figura 2. Esfregaco de medula 6ssea de camundongos com: (A) eritrocitos normocromaticos (ENCs);
(B) eritrdcito policromético (EPC) e (C) eritrdcito policromatico micronucleado (EPCMNS) (Fonte:
Adaptada de MAVOURNIN et al.,1990).
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3.3. Anormalidades Nucleares

Ao realizar analises de micronucleos, alguns pesquisadores perceberam a existéncia de
outras anormalidades nucleares, sugerindo que estas devam ser reportadas em seus resultados.
Tais anormalidades representam, além da propria genotoxicidade e mutagenicidade, 0s erros
que ocorrem durante a mitose ou meiose, como também os processos de morte celular
(necrose e apoptose) (FENECH et al., 1999).

Alguns autores sugerem que essas anomalias devem ser contabilizadas
concomitantemente a analise de micronudcleos. Entretanto, ndo ha um consenso sobre o tipo
de irregularidades da morfologia nuclear que podem ser consideradas andlogas ao
microndcleo, isto €é, resultantes da acdo de um agente mutagénico, uma vez que 0S
mecanismos da formacéo de tais lesdes ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (AYLLON:
GARCIA-VAZQUEZ, 2000; CAVAS; ERGENEGOZUKARA, 2003).

Uma dessas anomalias é a formacdo de células binucleadas, de modo que estas sdo
indicativas de citotoxicidade decorrentes de uma falha no processo de citocinese (HOLLAND
et al. 2008). O aumento na sua incidéncia pode prever uma falha no mecanismo de
diferenciacdo celular ou ser secundaria a agentes genotoxicos. Os processos subjacentes ao
aparecimento dessas anormalidades ndo s&o ainda totalmente compreendidos (BASU et al.,
2002; CARVALHO et al., 2002; CELIK et al., 2003; REVAZOVA et al., 2011).
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RESUMO
A espécie Aspidosperma pyrifolium Mart. popularmente conhecida como pereiro tem
ampla dispersdo em toda a zona de savana, sendo geralmente encontrada no Ceara, Rio
Grande do Norte, Pernambuco e Paraiba. Esta espécie tem sido indicada por varios
produtores como sendo toxica para os animais. O objetivo deste estudo foi realizar uma
revisdo de literatura sobre intoxicagOes naturais e experimentais com Aspidosperma
pyrifolium. Para isso, foram realizadas pesquisas em LILACS, SciELO, Google
Académico, Jornal da CAPES, PubMed e livros sobre a toxicidade. Observou-se que 0s
estudos tém sido significativos, tanto naturais quanto experimentais, para demonstrar
que a toxicidade causa alteracOes significativas diretas (aborto, malformacao,
nascimento de animais fracos) aumentando o custo da producgéo de animais. No entanto,
ndo existem estudos que mostram possiveis modificacdes genéticas causadas pela

espécie.

Descritores: Revisdo, Toxicidade, Caatinga, Pereiro.
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INTOXICATIONS NATURAL AND EXPERIMENTAL IN Aspidosperma pyrifo-
lium Mart. (PEREIRO)

ABSTRACT
The Aspidosperma pyrifolium Mart species. popularly known as pereiro has wide dis-
persion across the savannah zone, being generally found in Ceara, Rio Grande do Norte,
Pernambuco and Paraiba. The toxic potential of this species has been shown in the sci-
entific literature. The aim of this study was to review the literature on natural and exper-
imental poisoning with Aspidosperma pyrifolium. For this reason, research in LILACS,
SciELO, Google Scholar, Journal of CAPES, PubMed and books about toxicity were
performed. It was observed that studies have been significant toxicity to demonstrate
that the direct cause significant changes (abortion, malformation, birth of weak animals)
increasing the cost of production animals. However, there are no studies showing possi-

ble genetic changes caused by species.

Keywords: Review, toxicity, Caatinga, pereiro.
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1 INTRODUCAO

A regido Nordeste do Brasil abriga em seu ecossistema, predominantemente a
Caatinga, bioma com uma grande diversidade de plantas medicinais, aromaticas e
grande potencial de producdo de forragem, constituindo, na maioria das vezes, a
principal fonte para alimentacdo animal de bovinos, equinos, ovinos e caprinos na
regido semiarida (1). No entanto, apesar do potencial dessa vegetacdo, muitas dessas
plantas consumidas pelos animais sdo toxicas, mas, devido ao periodo de estiagem,
tornam-se as Unicas opcdes para a alimentacdo dos animais.

A toxicidade de uma substancia é a capacidade intrinseca de afetar negativamente
ou causar dano a um organismo. Muitos testes sdo utilizados para avaliar a toxicidade
sistémica aguda dos animais, e também para classificar e rotular apropriadamente
substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade (2).

Na pecuaria, as ingestfes de plantas toxicas representam significativa causa de
prejuizos econémicos, uma vez que influenciam diretamente na producao animal (3-4).
As intoxicacdes por plantas podem causar modificacbes genéticas; substancias,
denominadas genotoxinas, possuem potencial de agir no organismo provocando
alteragOes hereditarias ou letais, bem como anomalias neurolégicas (5).

Além disso, existe o risco de que a ingestdo de plantas toxicas pelos animais pode
atingir o homem. O consumo de leite, carne, ovos ou outros produtos de origem animal
pode conter toxinas transferiveis. Por exemplo, o consumo de leite de vacas em
pastagens invadidas por Eupatorium rugosum, nos Estados Unidos, € responsavel por
uma doenga conhecida como enfermidade do leite (“milksickness”) que pode ocasionar
a morte de pessoas devido a presenca de alcaloides pirrolizidinicos (6).

Deste modo, varios estudos tém sido realizados, na tentativa de identificar o nivel
de toxicidade de plantas. O pereiro, Aspidosperma pyrifolium é uma das espécies que ja
foi indicada em estudos relacionados ao conhecimento popular, dos produtores sobre
plantas toxicas aos animais, que observam ocorréncia de intoxicacdo dos animais ao
consumir essa planta.

Assim, em virtude da importancia econdmica que a espécie Aspidosperma

pyrifolium possui para a pecuaria nordestina foi realizado uma revisdo bibliografica
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sobre a toxicidade dessa planta, tanto a causada por intoxica¢Ges naturais, como as

experimentais para comprovar a informacao dos produtores.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada nas bases de dados LILACs, Scielo, Google Académico,
Periodico CAPES, Pubmed e livros sobre os estudos de toxicidade de Aspidosperma
pyrifolium. A pesquisa bibliografica incluiu artigos originais e de revisdo, teses,
dissetacOes e monografias, nos idiomas inglés e portugués.

Os descritores utilizados isolados e em varias combinagdes foram: toxicidade,
Aspidosperma pyrifolium, Caatinga, plantas toxicas, pecudria, citotoxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade.

Os artigos foram selecionados de acordo com os critérios: abordagem sobre a
toxicidade da planta Aspidosperma pyrifolium, com estudos publicados até 2014
(brasileiros e internacionais) e exclusdo de textos que desviavam do proposito do

estudo.

3 O BIOMA CAATINGA

O Bioma Caatinga € o tipo de vegetacdo que cobre a maior parte da area da regiao
Nordeste do Brasil com clima semiérido (7). Seu nome € originario da lingua tupi-
guarani, significa “mata branca”. E um sistema ambiental exclusivamente brasileiro,
que ocupa, cerca de 11 % do territério nacional, num total de 844.453 mil Km?,
abrangendo os Estados do Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe,
Alagoas, Bahia, Maranh&o, Piaui e Norte de Minas Gerais (8) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa demonstrando os Estados que o Bioma Caatinga abrange (Fonte: 9).

E caracterizado por temperaturas anuais elevadas, em torno de 25 a 29°C, o solo é
raso e pedregoso, embora bastante fertil, com indice pluviométrico que varia de 300 a
800 mm/ano. As secas sao ciclicas e prolongadas, e as chuvas ocorrem no inicio do ano,
sendo suficientes para recuperar o bioma rapidamente (10).

As plantas da caatinga, também chamadas xerdfilas, sdo adaptadas ao clima seco e
a escassez de agua. Para sua sobrevivéncia, algumas plantas armazenam &agua, outras
possuem raizes superficiais que captam a agua da chuva e ha as que lancam outros
recursos para diminuir a perda de agua (transpiracdo), com poucas folhas e espinhos. A
vegetacdo é formada por trés estratos: o arboreo, o arbustivo e o herbaceo, compostos
por plantas que produzem frutas, cera, 6leo vegetal, fibra. A fauna € muito diversificada
composta de répteis, insetos, roedores, aves (11).

Embora pouco conhecida botanicamente, a flora da caatinga é bastante explorada
pela populacdo local para os mais diversos fins. A falta de avancos tecnoldgicos e
acesso a medicina fazem com que a populacdo de muitas cidades do semiéarido, lance
mé&o dos conhecimentos empiricos para utilizar a flora disponivel (11).

Desse modo, a regido semiarida é marcada pela exploracdo de seus recursos
naturais, uma vez que as atividades agricolas tradicionais dependem de fatores
climaticos que ndo sdo favoraveis na regido. Uma das principais atividades
desenvolvidas nessa regido é a pecuaria de bovinos, caprinos e ovinos, atividade que
depende quase que totalmente da vegetacdo nativa e das condi¢fes climéticas para seu

bom desenvolvimento (12).
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4 PLANTAS TOXICAS VERSUS PRODUCAO ANIMAL

Muitas espécies vegetais produzem substancias capazes de exercer acdo toxica
sobre os organismos vivos. E vélido ressaltar que muitas plantas sio completamente
desconhecidas quanto ao potencial de causar intoxicagdes, sendo a quantidade de
plantas potencialmente tdxica muito elevada (13).

As plantas toxicas de interesse pecuario sdo aquelas que, quando ingeridas pelos
animais, em condicGes naturais, causam danos & salide ou mesmo morte dos animais.
Além disso, a toxicidade da planta deve ser comprovada experimentalmente (14). No
Brasil, foram descritas cerca de 130 espécies de plantas toxicas (15), mas esse humero
vem crescendo continuadamente. Na regido Nordeste sdo conhecidas pelos menos 38
plantas téxicas, com algumas delas sendo importantes para bovinos, caprinos e ovinos
(16).

Essas plantas sdo instintivamente evitadas pelos animais quando nao ha escassez
de alimentos. Mas, quando a oferta de alimento diminui, em épocas de escassez de
chuva, algumas espécies vegetais passam a ser incluidas na dieta dos animais de uma
forma expressiva, pois ainda verdes e em boas condi¢des, apresentam-se como
alternativa alimentar. Ao serem ingeridas produzem uma série de efeitos nos diversos
tecidos, 6rgdos ou sistemas, interferindo na producdo dos rebanhos e ocasionando,
fatalmente, envenenamentos, que podem ser ainda potencializados pelo estado de
debilidade fisica dos animais nos periodos de estiagem (17).

Desse modo, intoxicacbes por plantas afetam de forma direta e indireta a
reproducdo e producdo animal e, consequentemente, a condi¢cdo econdmica e social de
produtores e seus familiares. Existem dois tipos de perdas, as diretas e as indiretas.

As perdas diretas sdo provocadas pela morte de animais, diminuicdo dos indices
reprodutivos (abortos, infertilidade, malformacdes), reducdo da produtividade nos
animais sobreviventes e outras alteracGes devidas a doencas transitorias, enfermidades
subclinicas com diminuicdo da producdo de leite, carne ou |& e aumento da
susceptibilidade a outras doencas devido a imunodepresséo (6).

As perdas indiretas sdo representadas pelos custos do controle de plantas toxicas
nas pastagens, medidas de manejo para evitar as intoxicagdes, tais como: a utilizacdo de

cercas e 0 pastoreio alternado, bem como, devido & diminui¢do do valor nutricional da
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forragem, a redugdo do valor da terra, a substituicdo dos animais mortos e 0s gastos
associados ao diagnostico das intoxicacOes, e ao tratamento dos animais afetados (18).

H& poucos dados sobre perdas indiretas causadas por intoxicacgdes, incluindo
perdas reprodutivas causadas por abortos, infertilidade e malformac6es (19). No Brasil
estima-se que morrem anualmente por intoxicagdes por plantas aproximadamente um
milh&o de bovinos.

Em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul, a mortalidade anual de bovinos é de 5
%, e dessa mortalidade, 10 a 14 % sdo causadas pela ingestdo de plantas toxicas. Quanto
aos ovinos, no Rio Grande do Sul, a mortalidade anual é de 15 a 20 % e a mortalidade
causada por plantas toxicas representa 7,2 % (6).

O impacto econdmico ocasionado no setor justifica, portanto, o crescente esforco
para diagnosticar, comprovar cientificamente e caracterizar as intoxicacdes por plantas
em animais de producdo com o objetivo de desenvolver técnicas de controle das

mesmas para diminuir as perdas economicas (20).

5 ESPECIE ASPIDOSPERMA PYRIFOLIUM

A espécie Aspidosperma pyrifolium Mart., pertencente ao género Aspidosperma,
possui cerca de 260 espécies encontradas desde o México até a Argentina; e a familia
Apocynaceae que possui cerca de 200 géneros e 2000 espécies distribuidas em todos os
continentes, nas regides tropicais e subtropicais (21).

Na Regido Nordestina a planta é conhecida como pereiro, pau-pereiro, pereiro-
vermelho, pau-de-coaru (22). E uma planta que ocorre nos Estados do Nordeste até a
Bahia e norte de Minas Gerais. Tem larga dispersdo em toda a zona da caatinga, sendo
geralmente encontrado na zona do sertdo baixo do Ceara, Rio Grande do Norte,
Pernambuco e Paraiba, em véarios tipos de solos e entre pedras e rochedos. E
considerada espécie endémica da caatinga (23).

E uma arvore de porte regular, podendo atingir em média 5m de altura (24-25) de
tronco bem desenvolvido, ereto, mas ndo muito grosso podendo chegar de 15 a 20 cm
de diametro (Figura 2). A copa é normal. A casca € lisa e acinzentada, com lenticelas
brancas quando a planta é jovem, e rugosa quando mais idosa; as folhas sdo ovais,
simples, amargosas, glabras ou pilosas; suas flores s&o pequeninas, de cor clara e

possuem um perfume muito agradavel que exala no ambiente durante a noite. O fruto é
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em forma de gota achatada (conhecido popularmente como “galinha”), de cor castanho-
claro, com pequenas verrugas de cor cinza; comporta cerca de cinco sementes, aladas e
planas; e com dispersdo dessas sementes feita através do vento. A madeira do pereiro é
de cor clara, moderadamente pesada, macia e de facil trabalho, resistente e muito
durével, de textura fina e uniforme (23). A floracdo ocorre geralmente no inicio das
chuvas, com a folhagem ainda ndo desenvolvida ou em inicio de desenvolvimento,

sendo, desse modo, de setembro a janeiro. A frutificacdo vai de janeiro a marco (24-26).

Figura 2. Planta adulta do pereiro (Fonte: 11).

O pereiro possui varias utilizagdes, como a madeira para servicos de carpintaria
(25), para fazer carvéo, cerca e lenha. Como planta ornamental, por ser uma &rvore de
pequeno porte e pela beleza da sua copa, pode ser empregada no paisagismo de lugares
em geral. Também ¢é utilizada na recuperacgdo de areas degradadas, inclusive em matas
ciliares. E uma das poucas espécies indicadas para a recuperacio de areas em processo
de desertificacdo, por sua importancia ecoldgica e adaptacdo as mais severas condicdes
de seca e solos rasos ou pedregosos.

Na medicina caseira, € utilizada no tratamento de distdrbios respiratérios e febres.
A casca é utilizada como remédio para o estbmago e como anti-emético. Na medicina
veterinaria popular é utilizado no tratamento de ectoparasitoses dos animais domésticos
(sarnas, piolhos e carrapatos) (11). E também pode servir de alimento para bovinos,

equinos e caprinos no periodo de estiagem (27- 28).
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6 INTOXICACOES NATURAIS COM ASPIDOSPERMA PYRIFOLIUM

O potencial tdxico da espécie Aspidosperma pyrifolium ja vem sendo destacado
por vérios produtores em varios estudos no Nordeste brasileiro. Em entrevistas
aplicadas aos produtores de 17 municipios do Estado do Rio Grande do Norte,
especificamente no Seridd Ocidental e Oriental, na busca de plantas tdxicas dessas
localidades, o pereiro foi identificado como uma planta toxica para bovinos, caprinos e
ovinos, que causam naturalmente abortos ou nascimento de animais débeis. Também foi
identificada a ocorréncia de intoxicagdes com sinais nervosos caracterizados por rigidez
dos membros posteriores, com dificuldade de locomocao envolvendo bovinos, muares e
equinos. Um destaque para a época de maior ocorréncia dessas intoxicacdes no periodo
de estiagem. Pois nesta época a espécie ainda esta verde e suas folhas estdo entre as
ultimas a cair (27).

Outro estudo realizado também no Rio Grande do Norte, nas mesorregides:
Central e Oeste buscou determinar plantas toxicas de interesse zootécnico em 35
municipios dessas mesorregifes. Nessa situacdo, 0s surtos de intoxicagBes por
Aspidosperma pyrifolium relatados pelos produtores ocorreram em caprinos e bovinos,
acometendo neles malformac@es, caracterizadas por flexura dos membros pélvicos,
prognatia, braquignatia, microftalmia, dermoide ocular e atresia anal (28).

Em Patos, Paraiba a espécie Aspidosperma pyrifolium, pereiro, foi identificada
como planta toxica para caprinos. Os animais abortavam quando ingeriam a espécie em
diferentes fases de gestacdo. Também foi observado que os abortos ocorriam no periodo
seco seguido de chuvas. Quando a planta era consumida nos primeiros 35 a 40 dias de

gestacdo das cabras, ocorriam perdas embrionarias (Figura 3.) (20).
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Figura 3. A-E) Aspidosperma pyrifolium. A e B) Arvores. C) Flor. D e E) Vagens. F) Feto de
ovelha intoxicada por A. Pyrifolium (Fonte: 20).

Um levantamento das intoxicacBes por plantas em 20 municipios do Sertdo
Paraibano também foi realizado. Os entrevistados relataram surtos de abortos
associados ao consumo da A. pyrifolium em caprinos, ovinos e bovinos (29).

Casos espontaneos de aborto em caprinos depois da ingestdo da planta também
foram observados em 6 fazendas dos municipios de Mossord-RN e Angicos-RN. A
maioria dos casos de aborto ocorreu durante a estacéo seca e inicio da esta¢do chuvosa,

com as cabras velhas sendo menos afetadas do que as cabras jovens (30).

7  INTOXICACAO EXPERIMENTAL COM ASPIDOSPERMA PYRIFOLIUM

Para que uma planta considerada como responsavel por intoxica¢fes acidentais
ser classificada como espécie toxica de interesse pecuario, sua toxicidade deve ser
comprovada experimentalmente.

Para A. pyrifolium alguns estudos experimentais ja foram realizados para
comprovar sua toxicidade. Em estudo experimental realizado com cabras, em diferentes
fases de gestagdo, alimentadas com folhas verdes recém-colhidas de A. pyrifolium, na
dose de 4g/kg, durante 19 dias de consumo foi observado que elas foram capazes de
provocar aborto e perdas embrionarias. Ja as folhas dessecadas ndo foram capazes de
provocar alteracfes reprodutivas. Embora a ingestdo da planta nos primeiros 34 dias de

gestacdo possa causar mortalidade embrionaria (30).
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Um estudo de toxicidade em ratos e citotoxicidade in vitro com extrato etandlico
de Aspidosperma pyrifolium administrado em ratos machos e fémeas da linhagem
Wistar demonstrou que as fémeas apresentaram reducdo do peso fetal e fortes indicios
de toxicidade materna, aléem de distirbios motores e morte nas concentragdes mais
elevadas. Os ratos machos se apresentaram mais resistentes do que as fémeas. Também
foi verificado o extrato de A. pyrifolium promoveu hemdlise e foi letal para o organismo
Artemia salina (31).

A toxicidade aguda também j& foi testada para Aspidosperma pyrifolium em
camundongos adultos albinos Swiss, com administragdo intraperitoneal de extrato
metandlico da casca de A. pyrifolium. Foram analisadas alteracbes comportamentais e
sinais de toxicidade dos camundongos, como reacGes com caracteristicas depressoras,
ambulacdo diminuida, flacidez muscular e analgesia (diminuicdo dos reflexos). Outros
efeitos observados foram contorgdes abdominais, tonus da musculatura abdominal,
espasmos e irritagdo da conjuntiva. (32),

A toxicidade aguda é definida através de um ensaio para determinar os efeitos
adversos que ocorrem dentro de um periodo de 24 horas ap6s a administracdo de uma
Unica dose ou de doses mdaltiplas. A toxicidade aguda tem por objetivo determinar as
reacOes adversas em curto prazo ap6s a administracdo de um composto, bem como o
bindmio: dose — efeito letal (33).

Observa-se a necessidade de estudos a nivel genotoxico e mutagénico para A.
pyrifolium como forma de avaliar com maiores detalhes o que a intoxicacdo por esta

planta pode causar a nivel celular, genético e genémico.

8 CONSIDERACOES FINAIS

Observa-se que é notavel a toxicidade da planta Aspidosperma pyrifolium tanto
espontaneamente quanto nos estudos experimentais e 0 que ela pode causar perdas
econémicas em animais de producéo.

Né&o foi encontrada nenhuma pesquisa sobre aspectos genotoxicos e mutagénicos
dessa planta. Esses estudos sdo importantes, ja que em muitas situacOes a toxicidade de

plantas causam modificacdes genéticas, podendo ser transmitidas hereditariamente.
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AVALIACAO DA TOXICIDADE E CITOTOXICIDADE DE Aspidosperma pyrifolium
Mart. COM O TESTE Allium cepa

EDIGLEYCE DE LIMA COSTA"Y, NAAMA JESSICA DE ASSIS MELO?, ELIEZER FERNANDES DA
SILVA FILHO?, JOSE CARLOS DA SILVEIRA PEREIRA?, LIZ CAROLINA DA SILVA LAGO CORTES
ASSIS3, MARCOS ANTONIO NOBREGA DE SOUSA:,

RESUMO - A espécie Aspidosperma pyrifolium Mart., popularmente conhecida como
pereiro, tem sido indicada por varios produtores como sendo toxica para os animais. Na
pecudria, as ingestdes de plantas toxicas representam significativa causa de prejuizos
econdmicos, uma vez que influenciam diretamente na producdo animal. Este trabalho
objetivou identificar a existéncia de efeito tdxico e citotoxico de extratos aquosos de folhas
secas e frescas de A. pyrifolium sobre o crescimento de raizes e células em divisdo do sistema
teste Allium cepa. O teste foi realizado utilizando trés concentragdes, 5 mg/L, 50 mg/L e 300
mg/L, sendo o controle negativo agua destilada. As analises de crescimento de raizes, inibicao
relativa e indice mitotico foram utilizados na avaliacdo da toxicidade e citotoxicidade. Os
bioensaios realizados revelaram que o extrato aquoso das folhas secas ndo mostrou efeito
toxico nem citotoxico nas concentracOes testadas, contudo, estimulou a divisdo celular na
concentra¢do de 50 mg/L, podendo ser um indicativo de formacdo de células tumorais. As
folhas frescas foram tdxicas na concentracdo de 300 mg/L e teve efeito toxico subletal na
concentracdo de 5 mg/L, sem promover efeito citotoxico. Em virtude da importancia que essa
planta tem para a pecuaria nordestina, esses dados servem como alerta para os produtores

quanto ao consumo dessa planta pelos animais de producao.

Palavras-chave: Aspidosperma pyrifolium. Extrato. Producdo Animal. indice mitético.
Folha.

*Autor para correspondéncia.
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Produgdo Animal. Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Mossord-RN. *Correspondéncia: Rua Francisco
Mota, n°105, Costa e Silva, Mossor6-RN. e-mail: edigleycebiotec@gmail.com

2 Biotecnologistas, Discentes do Programa de Pds-Graduagdo em Produgdo Animal. Universidade Federal Rural
do Semi-Arido. Mossor6-RN.

3 Docente Doutor. Departamento de Ciéncias Animais — DCAnN. Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA).
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TOXICITY AND CYTOTOXICITY OF Aspidosperma pyrifolium Mart. WITH Allium
cepa TEST
ABSTRACT - The Aspidosperma pyrifolium Mart specie, popularly known as pereiro, has
been indicated by several producers how toxic to animals. In livestock, the intakes of toxic
plants represent significant cause of economic losses, since they influence directly in animal
production. This study aimed to identify the existence of toxic and cytotoxic effect of aqueous
extracts of dried and fresh leaves of A. pyrifolium on root growth and cell division in the test
system Allium cepa. The test was performed using three different concentrations, 5 mg/L, 50
mg/L and 300 mg/L, and the negative control distilled water. The analysis of roots growth, of
inhibition relative and mitotic index were used to evaluate the toxicity and cytotoxicity. The
bioassays show that the aqueous extract of dried leaves showed no toxic or cytotoxic effect at
the concentrations tested, however, stimulated cell division in a concentration of 50 mg/L,
which could be indicative of formation of tumor cells. The fresh leaves were toxic at the con-
centration of 300 mg/L and had a effect toxic sublethal on concentration of 5 mg/L without
causing a cytotoxic effect. Because of the importance that this plant has to cattle raising
northeastern, these data serve as a warning to producers as the consumption of this plant for

production animals.

Keywords: Aspidosperma pyrifolium. Extract. Livestock. Mitotic Index. Leave.
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1 INTRODUCAO

As intoxicacOes de animais de producgédo por plantas s&o importantes causas de perdas
econémicas nas diferentes regides do Brasil (RIET-CORREA; MEDEIRQOS, 2001). Uma
planta toxica de interesse pecudrio é aquela que, quando ingerida pelos animais, em condigdes
naturais, causa danos a saude ou mesmo morte (ROSSETTI; CORSY, 2009).

Uma planta apontada como tdxica através de conhecimento popular é a espécie
Aspidosperma pyrifolium, conhecida como pereiro. Os principais efeitos toxicos evidenciados
por essa planta sdo danos ao sistema reprodutivo e nervoso dos animais (SILVA et al, 2006;
ASSIS et al., 2009; RIET-CORREA et al., 2011; NETO et al., 2013, MEDEIROS et al.,
2004; FERREIRA, 2014).

Apesar desses efeitos, os estudos sobre a toxicidade e a citotoxicidade de
Aspidosperma pyrifolium ainda sdo escassos. O uso de ensaios bioldgicos, como o teste
Allium cepa L., para a avaliacdo da bioatividade de extratos de plantas tem sido
frequentemente incorporado na identificagdo e monitoramento de substancias potencialmente
toxicas (NOLDIN et al, 2003).

Fonseca e Pereira, (2004) destacam que a toxicidade de plantas causam modificacdes
genéticas. Estas substancias, denominadas genotoxinas, agem no organismo provocando
alteragOes hereditarias ou letais, bem como anomalias neuroldgicas. Riet-Correa e Medeiros
(2001) enfatizam o risco que a ingestdo de plantas toxicas pelos animais pode causar ao
homem. O consumo de leite, carne, ovos ou outros produtos de origem animal pode conter
toxinas transferiveis. Segundo estes autores, o consumo de leite de vacas em pastagens
invadidas por Eupatorium rugosum, nos Estados Unidos, é responsavel por uma doenca
conhecida como enfermidade do leite (“milksickness”) que pode ocasionar a morte de pessoas
devido a presenca de alcaldides pirrolizidinicos.

A pesquisa sobre plantas toxicas tem-se limitado, prioritariamente, a identificacdo das
espécies e a determinacdo dos sinais clinicos da patologia e alguns aspectos da epidemiologia
das intoxicagOes. Poucos esforcos tém sido realizados para determinar os principios ativos das
plantas e seus mecanismos patogénicos (RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001).

Desse modo, o indice mitdtico pode ser aplicado como um indicador de proliferacéo
adequada das células (GADANO et al, 2002), e utilizado nos testes de citotoxicidade, como o
do sistema teste vegetal A. cepa (MAJER et al., 2005; TURKOGLU et al., 2008).
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Assim objetivou-se avaliar o efeito de concentragdes do extrato aquoso de folhas secas
e folhas frescas da espécie Aspidosperma pyrifolium sobre o crescimento de raizes e a divisdo

celular de células meristematicas radiculares de cebola.

2 MATERIAL E METODOS

As amostras de folhas de Aspidosperma pyrifolium foram coletadas na fazenda Vista
Bela, localizada no municipio de Angicos, RN durante a estacdo seca. Exsicatas foram
depositadas no Herbario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob
numero de identificacdo 14525 (ANEXO A).

Para obtencdo do extrato aquoso das folhas secas (EAS), as folhas foram colocadas
para secar naturalmente, e depois trituradas em liquidificador até sua transformacéo em um p6
fino. As concentragOes dos extratos aquosos foram determinadas pela razdo massa/volume
(m/v), misturando 10 g do p6 do material vegetal em 100 mL de agua destilada, ficando em
repouso por 24 horas. Apos repouso, foi realizada uma filtragem e o material foi centrifugado
por 5 minutos a 2000 rpm (TORRES et al, 2006, com adaptacdes).

O extrato aquoso das folhas frescas (EAF) foi obtido homogeneizando 100 g de folhas
de Aspidosperma pyrifolium em 1000 mL de agua destilada em liquidificador comum, por
cerca de 10 minutos. O material foi filtrado em malha fina de organza e em seguida
centrifugado por 5 minutos a 2000 rpm (BARBOSA, 2008).

O teste Allium cepa L. em bulbo foi realizado segundo a metodologia de Fiskesjo
(1985), com adaptacdes. O experimento constou de quatro tratamentos divididos em: controle
negativo (agua destilada) e diluicdes dos extratos nas doses de 5mg/L, 50mg/L e 300 mg/L.
com 05 (cinco) bulbos por tratamento.

Os bulbos de cebolas da espécie A. cepa, com catafilos externos brancos, de mesmas
origens, ndo germinados e saudaveis, foram adquiridos comercialmente de supermercados da
cidade de Mossord-RN, Brasil, e mantidos em local livre de umidade e ao abrigo da luz.

Antes do teste, os catafilos externos secos foram removidos com bisturi, cuidando-se
para que a area radicular ndo fosse danificada. Em seguida, os bulbos foram postos em agua
da torneira por duas horas para reduzir os efeitos de possiveis inibidores do brotamento.

Cada concentracédo teste foi distribuida em recipientes de vidro, com capacidade de
100 ml e um bulbo foi colocado em cada recipiente com a area radicular em contato com o
extrato (KOVALCHUK et al, 1998).
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O volume de solugdo absorvido foi reposto diariamente para manter as raizes
mergulhadas nos extratos. Ap6s 72 horas as trés maiores raizes foram medidas com o auxilio
de um paquimetro, sendo o comprimento das raizes utilizado como avaliacdo da toxicidade,
calculando-se o crescimento médio das raizes. Além disso, foi calculada a Inibicdo Relativa
(IR) do crescimento, utilizando a equagdo IR= 100-(ICR*100), onde ICR é o Indice de
Crescimento Relativo. O ICR foi obtido utilizando a equa¢do ICR=CRA/CRC, onde, CRA é 0
Comprimento da Radicula na Amostra, CRC é o Comprimento da Radicula no Controle
Negativo.

Apo6s a mensuracdo do tamanho das raizes dos bulbos nas 72 h, as raizes (trés raizes de
cada bulbo) foram colocadas em solucdo fixadora de Carnoy (etanol: &cido acético — 3:1)
durante 24h. Para o preparo das laminas, as raizes foram retiradas do fixador, lavadas em agua
destilada (3 banhos de 5 min), hidrolisadas em HCI 1N a 60 °C por 11 minutos e lavadas mais
uma vez em &gua destilada. Em seguida, com auxilio de uma pinga e de uma lamina de
bisturi, a coifa (porcéo apical da raiz) de aproximadamente 1 mm a 2 mm de comprimento foi
retirada e colocada sob uma lamina. Adicionou-se uma gota de carmim acético 2% e deixou-
se corar durante 5 minutos. A laminula foi entdo colocada sobre a lamina e feito o squash
(esmagamento) com o dedo polegar, com razoavel pressdo (GUERRA; SOUZA, 2002). O
material preparado foi entdo levado ao microscdpio éptico para observagdo no aumento de
1000X e, posteriormente, fotografado para melhor e mais eficiente leitura.

O seguinte parametro foi observado: indice mitético (IM) (1000 células por bulbo). O
IM corresponde a relagdo do numero de células em diviséo e total de células observadas, em
porcentagem, sendo analisada a presenca de profase, metafase, anafase e tel6fase. Também
foi calculado o valor limite da citotoxicidade, segundo a equacdo: Valor limite da
citotoxicidade= IMA/IMCx100, onde, IMA é o indice mitético da amostra, IMC é o indice
mitotico do controle negativo

As avaliacOes estatisticas foram realizadas por comparagdo ao controle negativo
através do método de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s (p<0,05). Todos os dados
foram previamente testados sobre normalidade e heterocedasticidade utilizando o teste de
Shapiro-WilK e Levene (ZAR, 1999) e revelaram ndo estarem com distribuicdo normal.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do software R, versdo 3.2.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de toxicidade com Allium cepa L. expostas ao extrato aquoso de
folhas secas (EAS) e ao extrato aquoso de folhas frescas (EAF) de A. pyrifolium, expressos
por média * desvio padréo, e os valores do teste de inibi¢cdo do crescimento de raizes de A.

cepa estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Crescimento médio (mm) e inibicdo relativa de raizes de bulbo de Allium cepa L. expostas
ao extrato aquoso das folhas secas (EAS) e frescas (EAF) de Aspidosperma pyrifolium. Valores
expressos em média = desvio padrdo. * (p<0,05) diferenca significativa entre as concentracGes e 0
controle. Método de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s.

Concentracdo Crescimento médio (mm) £SD Inibicao relativa (%)
EAS EAF EAS EAF
Controle 15,5+9,9 10,9+16,0 - -
5 mg/L 12,7+19™ 5,8+6,3"™ 18 47
50 mg/L 16,1+14" 5,3+11™ -4 52
300 mg/L 10,4+16™ 0,0£0,0° 33 100

SD= desvio padréo, ns (p>0,05) = valores ndo significativos.

A andlise do crescimento de raizes tratados com o extrato aquoso de folhas secas
(EAS) indicou que ndo houve aumento ou diminuigdo significativa no comprimento das raizes
em relacdo ao controle. No entanto, houve um estimulo ao crescimento na concentracao de 50
mg/L (Tabela 01) no valor de -4%. De modo que, esses resultados mostram que as
concentracdes estudadas do extrato aquoso de folhas secas ndo foram capazes de causar
toxicidade nas células de Allium cepa nas condi¢Bes experimentais.

Ja o extrato aquoso de folhas frescas (EAF) provocou uma redugdo no crescimento de
raizes, estatisticamente significante (p<0,05), apenas na concentracdo de 300 mg/L. Contudo,
0 extrato inibou o crescimento das raizes em todas concentracGes testadas, sendo de 100% na
concentracdo de 300 mg/L, comprovando o potencial toxico do extrato aquoso de folhas
frescas de A. pyrifolium nessa concentracdo sobre células vegetais de bulbo de cebola (Tabela
1).

Ndo houve diferenca estatistica significativa no crescimento médio de raizes
comparando 0 extrato aquoso seco e 0 extrato aquoso verde da espécie A. pyrifolium
utilizando método de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s (p<0,05).

Sistemas vegetais, como A. cepa, tém sido bem aceitos por pesquisadores para estudo
dos efeitos de extratos vegetais (FACHINETTO et al.,, 2007), por meio de parametros

macroscopicos como alteragdo de cor, formato, tamanho da raiz e deformidade, visando a
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avaliacdo do potencial toxico de muitos compostos (LONGHIN, 2008). Jardim (2004) e
Vicentini et al. (2001) ressaltam que a avaliacdo por crescimento das raizes tem se mostrado
util nessa deteccdo, pois as raizes ficam em contato direto com a substancia testada,
permitindo a avaliacdo de diferentes concentracdes.

Os efeitos tdxicos sO se manifestam em organismos se 0 agente toxico alcancar locais
especificos do organismo, em concentrac@es e tempo suficientes para produzir algum tipo de
efeito (MACEDO et al., 2014). Consequentemente, resultados positivos no teste de Allium
cepa devem ser considerados como um alerta e também um indicativo de que o extrato
testado pode ser um risco a satde dos organismos expostos (FISKESJO, 1985).

Os dados obtidos neste trabalho sobre toxicidade de crescimento de raizes sdo
importantes, devido a espécie A. pyrifolium servir como opg¢do alimentar para 0s animais de
producdo da Caatinga em periodos de seca. Alguns relatos de produtores ja evidenciaram a
toxicidade dessa planta quando consumida por bovinos, caprinos e ovinos, tendo efeitos no
sistema reprodutivo e nervoso, principalmente quando eles consomem a planta verde
(MEDEIROS et al., 2004; SILVA et al., 2006; ASSIS et al., 2009; NETO et al., 2013; RIET-
CORREA et al., 2011; FERREIRA, 2014), o que corrobora com os resultados obtidos de
toxicidade do extrato aquoso de folhas verdes utilizando como sistema teste 0 A. cepa

Essa toxicidade pode estar associada a presenca de constituintes quimicos ou
principios ativos toxicos encontrados nos vegetais. Dentre os principais metabdlitos
causadores de intoxicacdo esta as toxalbuminas (ricina e curcina), provenientes do
metabolismo primario das plantas; alcalGides, terpenos e compostos fendélicos diversos, do
metabolismo secundario. Deve-se destacar, ainda, que a intoxicacdo vai depender da
guantidade de substancia toxica absorvida, da natureza dessa substadncia e da via de
introducdo (HARAGUCHI, 2003; MELLO et al., 2010).

Para a espécie A. pyrifolium, Santos (2010) revelou que essa planta é detentor de
alcaloides e taninos. Nobrega (2008), relata a presenca de triterpenos, esteroides, iriddides,
saponinas, acucares redutores e auséncia de glicosideos cardiacos para Aspidosperma
pyrifolium Mart. Desse modo, a toxicidade do extrato aquoso de folhas frescas pode estar
associada a presenca desses compostos organicos.

Segundo Rice (1984), alguns compostos podem interferir no desenvolvimento de
outras plantas quando em altas concentragdes, mas, em outras menores, podem ndo estimular
0 mesmo processo. Isto pode ser o que ocorreu com o extrato de folhas secas. Visto que
compostos organicos sao compostos volateis (FERREIRA; AQUILA, 2000), o processo de
secagem das folhas pode desencadear a diminuigdo desses compostos na planta.

44



E possivel que a alta concentragdo de alguns compostos quimicos tenha um efeito
(inibitorio ou estimulatorio) no ciclo celular, como tem sido mostrado para cafeina em
Drosophila prosaltans (ITOYAMA et al., 1997), mefloquina em linfécitos humanos
(GRISOLIA et al., 1995), extratos de Alpinia mutans e Pogostemun heyneanus nas células de
raizes de Allium cepa (DIAS; TAKAHASHI, 1994), glauocolide B extraido de Vemonia
eremphila Mart. em linfécitos humanos (BURIM et al., 1999; CAMPAROTO et al., 2002), e
infusbes de Achyrocline satureioides DC nas células de raizes de Allium cepa
(FACHINETTO et al., 2007).

Desse modo, o indice mitético constitui um parametro importante para a avaliagdo da
toxicidade celular de diversas substancias, onde a citotoxicidade de determinado agente
quimico pode ser determinada pelo aumento ou pela diminuicdo do IM. indices mitéticos
maiores que o controle negativo sdo resultados de um aumento na divisdo celular, que pode
ser prejudicial para as células, levando a uma proliferacdo celular desordenada e até mesmo
para a formacdo de tecidos tumorais. A reducdo significativa do IM em relacdo ao controle
negativo pode indicar alteracGes, derivadas da acdo quimica do agente sobre o crescimento e
desenvolvimento do organismo exposto (HOSHINA, 2002).

Nesse sentido, os ensaios de citotoxicidade foram realizados com os extratos secos e
frescos utilizando bulbos de cebola. Os resultados dos ensaios em fungdo do indice mitético
(IM), estagios da mitose e do valor limite de citotoxicidade das células de Allium cepa estdo
apresentados na Tabela 2.

Na Figura 1 estdo expostas as fotografias das fases identificadas da divisdo celular do

tipo mitose.

Figura 1. Células de cebola em mitose. A= préfase, B= metafase, C= anéfase, D= teldfase. Fonte:
Edigleyce Costa
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Tabela 2. Total de células, células em mitose observadas ao microscopio, valores do indice mitético (%), fases da mitose e limite de citotoxicidade (%) de

células de raiz de Allium cepa apds a exposicao ao extrato aquoso de folhas secas (EAS) e frescas (EAF) de Aspidosperma pyrifolium. Método de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn’s.

Extrato Concentracao indice mitético Fases da mitose Valor limite de
(%) + SD Préfase Metafase Anéfase Telofase citotoxicidade

EAS Controle 3,36+1,50 23,6+14,53 6,2+4,08 3,8+£3,42 0+0 100

5 mg/L 6,6+0,14™ 46,5+13,43™ 14,5+10,6 ™ 45+2,12"™ 0,5+0,7™ 196

50 mg/L 20,03+£17,16* 183,6+154,8* 8,0+7,0™ 6+7,2"™ 2,6+£3,05™ 596

300 mg/L 8,7+2,26™ 77,5+16,26 ™ 7+£7,07™ 2+0,0™ 0,5+0,70"™ 259

EAF Controle 8,96+3,86 67,3+£39,0 12,3+5,13 5,3+1,52 4,614,72 100

5 mg/L 3,52+1,74™ 20+18,34™ 9,75+8,26 ™ 4,7+4,34™ 0,75+0,9™ 39

50 mg/L 14,9+11,31™ 133,5+116,67™ 12+1,41™ 2,5+0,7"™ 1+1,41™ 166

300 mg/L ND ND ND ND ND -

ND= Né&o determinado, ns (p>0,05) valores ndo significativos. * (p<0,05) diferenca significativa entre as concentracdes e o controle negativo
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Observa-se que nenhuma das concentragdes testadas do extrato aquoso de folhas secas
(EAS) causou citotoxicidade nas células de Allium cepa e nem nos estagios da mitose quando
comparando ao controle. De modo que o extrato ndo foi considerado citotdxico para as
amostras testadas, aplicando-se o método de Kruskal-Wallis com o teste de Dunn’s (p<0,05).

Contudo, houve um aumento significativo da diviséo celular na concentragéo de 50
mg/L do EAS, principalmente na fase de préfase, o que pode ser prejudicial para células,
podendo ser um indicativo de que o extrato aquoso de folhas secas dessa planta pode causar a
formacéo de tecidos tumorais (Tabela 2).

No EAF o indice mitético da concentracdo de 300 mg/L ndo pode ser determinado,
pois ndo houve crescimento de raizes e, isto portanto, impossibilitou a confeccdo de laminas
para a analise.

Também ndo houve diferenca estatistica significativa do indice mitético e nem das
fases da mitose (profase, metéfase, anafase e teldfase) quando comparando o EAS com o
EAF.

Para os valores de limite de citotoxicidade, valores abaixo de 50% indicam efeito
subletal, e abaixo de 22%, letal (MIGID et al., 2007). Desta forma, é possivel observar que o
extrato aquoso de folhas secas em nenhuma das concentracdes teve efeito citotdxico nas
células, pois pelo contrario, houve aumento da divisao celular. Todavia, no extrato aquoso de
folhas frescas é possivel notar que existe um efeito toxico subletal no organismo na
concentracdo de 5 mg/L (Tabela 2).

Estes resultados corroboram com o fato da espécie A. pyrifolium possuir taninos e
flavonoides em sua composicdo, e esses compostos e sua atividade enzimatica estarem
relacionados em algumas plantas a inibicdo da divisdo celular de Allium cepa (TEIXEIRA et
al., 2003; SHI et al., 2001; DELMULLE et al., 2006; BORGES-ARGAEZ et al., 2007;
KNOLL et al., 2006; FACHINETTO et al., 2007).

Outro fato preocupante foi a observagéo in loco, na Fazenda Vista Bela, de caprinos se
alimentando a vontade tanto das folhas secas caidas ao chdo quanto das verdes, o que denota a

importancia deste trabalho para a producédo animal.

4 CONCLUSOES

O extrato aquoso de folhas secas ndo apresentou efeito toxico e nem citotoxico nas
células de Allium cepa L. nas concentracdes testadas, contudo, na concentracdo de 50 mg/L

houve estimulo da diviséo celular, 0 que pode ser um indicativo de formacdo de células
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tumorais. Ja o extrato aquoso de folhas frescas apresentou efeito toxico na concentracdo de
300 mg/L, e efeito tdxico subletal na concentragdo de 5 mg/L, apesar de ndo apresentar
citotoxicidade. Ndo houve diferenca estatistica significativa qundo comparado os dois
extratos quanto ao crescimento medio de raizes, indice mitético e fase da mitose.

Em virtude da importancia que essa planta tem para a pecuaria nordestina, esses dados
servem como alerta para os produtores quanto ao consumo dessa planta pelos animais de

producao.
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TOXICIDADE AGUDA E EFEITOS CITOTOXICOS E MUTAGENICOS DO
EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE Aspidosperma pyrifolium Mart. EM Mus
musculus.

EDIGLEYCE DE LIMA COSTA!, NAAMA JESSICA DE ASSIS MELO? ELIEZER FERNANDES
DA SILVA FILHO? JOSE CARLOS DA SILVEIRA PEREIRA?, CARLOS CAMPOS CAMARA?
MARCOS ANTONIO NOBREGA DE SOUSAS.

RESUMO - As intoxicacfes de animais por plantas sdo importantes causas de perdas
econdmicas nas diferentes regiGes do Brasil. A espécie Aspidosperma pyrifolium Mart.,
tem sido indicada por varios produtores como sendo tdxica para os animais. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a toxidade aguda da planta em camundongos, submeter os
animais ao screening hipocratico e avaliar os efeitos citotoxicos e mutagénicos do
extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium. Realizou-se investigacéo
da DL50 utilizando grupos de camundongos Swiss machos e fémeas inoculados, por via
intraperitoneal, com dilui¢Bes seriadas do extrato aquoso das folhas frescas de pereiro.
Apbs a inoculacdo, os animais foram observados por um periodo de 14 dias, para
determinar a quantidade de mortos, doentes e sobreviventes e foram também pesados.
Para o teste de micronucleo e analise de células binucleadas foi feita a extracdo da
medula dssea dos animais, através dos dois fémures. A espécie A. pyrifolium mostrou-se
letal para as fémeas a partir da concentracdo de 900 mg/Kg e para os machos a partir
também da concentracdo de 900 mg/Kg, obtendo uma dose letal mediana de 750,63
mg/Kg. Os animais avaliados apresentaram alteragdes comportamentais, principalmente
no sistema nervoso, e um aumento significativo no peso médio total nas concentracdes
de 600 mg/Kg e 900 mg/Kg, comparado a concentracdo de 5 mg/Kg. As concentracdes
testadas ndo mostraram potencial mutagénico e citotéxico. Novos estudos devem ser
realizados visando obter mais dados de toxicidade dessa planta para assegurar o uso em
salde humana e animal.

Palavras-chave: Micronucleo. Célula Binucleada. Pereiro. Screening. Camundongos.
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TOXICITY ACUTE AND EFFECTS CYTOTOXIC AND MUTAGENIC OF EX-
TRACT SHEETS AQUEOUS Aspidosperma pyrifolium IN Mus musculus.

ABSTRACT - Animal poisonings by the plants are important causes of economic loss-
es in different regions of Brazil. The Aspidosperma pyrifolium Mart species., has been
indicated by several producers to be toxic to animals. The objective of this study was to
evaluate the acute toxicity of the plant in mice, the animals undergo the screening hip-
pocratic and evaluate the cytotoxic and mutagenic effects of aqueous extract of fresh
leaves of Aspidosperma pyrifolium. Research the LD50 was carried out using the
groups of mice Male and females Swiss were inoculated intraperitoneally with serial
dilutions of the aqueous extract of fresh leaves pereiro. After inoculation, the animals
were observed for a period of 14 days to determine the amount of dead animals and sur-
vivors and were also weighed. For the micronucleus test and binucleated cell analysis
was done extracting bone marrow of animals, through the two femurs. The specie A.
pyrifolium it was lethal to females from the concentration of 900 mg/kg and for males
from the concentration of 900 mg/kg, obtaining a median lethal dose of 750,63 mg/kg.
The evaluated animals showed behavioral changes mainly in the nervous system, and a
significant increase in the total average weight concentrations of 600 mg/kg and 900
mg/kg, compared to 5 mg/kg. The concentrations tested showed no mutagenic and cyto-
toxic potential. Further studies should be conducted to get more plant toxicity data to

ensure the use in human and animal health.

Keywords: Micronucleus. Cell Binucleated. Pereiro. Screening. Mice.
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1. INTRODUCAO

Em um sistema de criacdo essencialmente extensivo, como o adotado na maioria
das regides do Brasil, a ingestdo de plantas toxicas representa uma importante causa de
problemas relacionados ao estado sanitario do rebanho bovino, caprino e ovino,
afetando diferentes areas da satde animal (SALLES, 2008).

Uma planta considerada como tdxica pelo conhecimento popular dos produtores
na Regido Nordeste € a espécie Aspidosperma pyrifolium Mart. Ela pertence ao género
Aspidosperma que possui cerca de 260 espécies encontradas desde o México até a
Argentina (JACOME et al.,, 2004). Popularmente esta espécie € conhecida como
pereiro, pau-pereiro, pereiro-vermelho, pau-de-coaru (CORREA, 1978).

E utilizada na medicina caseira, no tratamento de distirbios respiratorios e
febres. A casca € utilizada como remédio para o estbmago e como anti-emético. Na
medicina veterinaria popular € utilizado no tratamento de ectoparasitoses dos animais
domeésticos (sarnas, piolhos e carrapatos) (SANTOS, 2010). E também pode servir de
alimento para bovinos, equinos e caprinos no periodo de estiagem (SILVA et al, 2006;
ASSIS et al., 2009; RIET-CORREA et al., 2011; RIET-CORREA; MEDEIRQOS, 2011;
NETO et al., 2013, MEDEIROS et al., 2004; FERREIRA, 2014).

No entanto, A pyrifolium pode apresentar efeitos toxicos, e afetar o sistema
reprodutivo e nervoso dos animais. Esse fato esta relacionado ao consumo da planta no
periodo seco seguido de chuvas que fazem com gue o pereiro rebrote rapidamente e seja
consumido pelos animais em gestacao, ou ap6s o periodo de chuvas, quando o pereiro
esta verde (SILVA et al, 2006; ASSIS et al., 2009; RIET-CORREA et al., 2011; RIET-
CORREA; MEDEIROS, 2011; NETO et al., 2013, MEDEIROS et al., 2004;
FERREIRA, 2014).

A toxicidade de uma substancia € a capacidade intrinseca de afetar
negativamente ou causar dano a um organismo. Muitos testes sdo utilizados para avaliar
a toxicidade sistémica aguda dos animais, e também para classificar e apropriadamente
rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade (LOPES,
2006).

O ensaio para determinar a toxicidade aguda é definido como os efeitos adversos
que ocorrem dentro de um periodo de 24 horas ap6s a administracdo de uma Unica dose

ou de doses multiplas. A toxicidade aguda tem por objetivo determinar as reagdes
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adversas em curto prazo ap6s a administragdo de um composto, bem como o binémio
dose — efeito letal (BARROS; DAVINO, 2003).

Dentre os métodos para investigacdo de toxicidade genética in vivo, o teste de
micronucleo em células da medula 6ssea de camundongos tem sido amplamente
empregado e aceito pelas agéncias reguladoras e comunidade cientifica (MATEUCA et
al., 2006). Este teste detecta alteracfes gendmicas ou/e dano ao aparato mitético, sendo
0s micronucleos indicativos de perdas irreversiveis de DNA. Embora a toxicidade
genética ndo seja medida de carcinogenicidade, esta é frequentemente associada ao
aparecimento do cancer, visto que, existe uma correlacdo positiva entre 0 aumento da
frequéncia de micronucleos e o aparecimento de tumores em roedores e no homem
(AZEVEDO et al., 2003; REZENDE et al., 2006). Existe, portanto, a necessidade de
trabalhos sobre a relacdo entre a citotoxicidade, mutagenicidade e toxicidade aguda
(BOTHAN, 2003).

Desse modo, apesar da espécie Aspidosperma pyrifolium ja ter sido indicada
como tdxica através do conhecimento popular, a avaliacdo experimental do potencial
toxico dessa planta é escassa. Assim, buscou-se avaliar as propriedades toxicas através
da determinacdo da toxidade aguda em camundongos, do screening hipocratico, e da
avaliacdo dos efeitos citotdxicos e mutagénicos do extrato aquoso de folhas frescas de
A. pyrifolium por meio do teste do micronucleo e células binucleadas em células de

medula 6ssea de camundongos.

2. MATERIAL E METODOS

Os espécimes de A. pyrifolium foram coletados na fazenda Vista Bela,
localizada no municipio de Angicos, RN durante a estacdo seca. As exsicatas foram
depositadas no Herbario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob
namero de identificacdo 14525 (ANEXO A).

As concentracfes dos extratos aquosos das amostras de folhas frescas foram
determinadas pela razdo massa/volume (m/v), misturando 10 g de A.pyrifolium em 100
mL de agua destilada (1:10) para as concentracdes de 5, 50, 300 e 600 mg/Kg e 50 g de
A. pyrifolium em 100 mL de agua destilada para as concentracdes de 900 e 1200 mg/Kg.
O material foi filtrado em malha fina e em seguida centrifugado por 5 minutos a 2000
rpm (BARBOSA, 2008).
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Nos experimentos foram utilizados grupos de 6 camundongos (30-509), trés
machos e trés fémeas, da linhagem Swiss (Mus musculus) obtidos do biotério da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), concedidos apos aprovacdo pelo Comité de
Etica no uso de animais da Universidade Federal Rural do Semiarido sob parecer n°
27/2014 (ANEXO B).

Para estabelecimento da dose letal mediana, os camundongos receberam doses
unicas de 5, 50, 300, 600, 900 e 1200 mg/Kg (OECD, 2001) através da administracao
intraperitoneal de uma Unica dose, além de um controle negativo (solucdo salina 0,9% -
m/v no volume de 10 ml/Kg de peso corporal) (LUCIO et al., 2000).

Os animais foram observados por periodos de 24 e 48 h (ABDEL-BARRY,
2000). Os parametros de toxicidade aguda foram monitorados através do registro do
numero de mortes de animais por grupo.

A avaliacdo ou screening hipocratico fornece uma estimativa geral da natureza
toxicoldgica de uma substancia desconhecida sobre: estado consciente e disposicao (1),
atividade e coordenacdo do sistema motor (I1), reflexos (1), atividades sobre o sistema
nervoso central (IV) e sistema nervoso auténomo (V) (MALONE; ROBICHAUD,
1983).

Nesse sentido, as avaliagbes do screening hipocréatico foram realizadas 0, 24, 48
horas apds administracdo, e os animais sobreviventes da determinacdo da DL50 foram
pesados e observados a cada 24 horas até o 14° dia apds os tratamentos, para verificacao
de possiveis efeitos tardios da substancia. Os efeitos médios foram obtidos a partir dos
dados anotados individualmente (ARAUJO et al., 1994).

Todos os animais foram mantidos sem restricdes alimentar e de ingestdo de
liquidos, com excecdo de 16 horas antes da aplicacdo das doses, onde os animais foram
colocados em jejum de racdo, sendo recolocada apds as aplicacdes. O animais foram
climatizados a 25+3°C, com ciclo claro/escuro natural, e em caixas de polipropileno
adequadas a sua manutencao.

O teste de micronucleos (MN) foi realizado conforme recomendagbes de
Mavournin et al. (1990), e com algumas modifica¢cbes propostas por Da Silva et al.
(2009). Decorridas 24 horas da administracdo das concentragdes de 5 mg/Kg, 50 mg/Kg
e 500 mg/Kg, e do controle negativo, solucdo salina 0,9% (m/v), no volume de 10

ml/Kg de peso corporal, procedeu-se a extracdo das células da medula 6ssea dos
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animais, através da lavagem dos dois fémures, com 3 mL de soro bovino fetal. Foram
realizados dois esfregacos por animal, confeccionados diretamente nas laminas. Apos
24horas, as laminas foram fixadas com metanol P. A. e coradas com Giemsa, por 10
minutos.

A analise do material foi realizada em fotomicroscopio éptico com aumento de
1000X com céamera digital acoplada de 12mp. As laminas foram codificadas para
analise em teste cego. Os critérios de identificacdo de microndcleos seguiram 0s
descritos por Sarto et al. (1987) e por Tolbert et al. (1991,1992), como estruturas que
apresentam distribuicdo cromatinica e coloracdo igual (ou mais clara) do que a do
nacleo, que estejam no mesmo plano que este, apresentem limites definidos e
semelhantes aos nucleares e 0 seu tamanho ndo ultrapasse 1/3 do tamanho do nucleo.
Foram computadas apenas células apresentando citoplasma integro.

Como anormalidade nuclear pertinente a citotoxicidade considerou-se a presenca
de células binucleadas (BN) de acordo com Holland et al. (2008). A incidéncia de MN e
BN foi observada em 2000 EPC (eritrocitos policromaticos) (1000 em cada lamina
preparada por animal).

Para determinacdo da DL50 (dose letal mediana) foi anotado o nimero de
animais mortos para cada uma das doses e a DL50 foi calculada por regressao linear. A
interacdo entre o peso de machos e fémeas foi realizada por uma anélise fatorial.

A anélise estatistica dos pesos médios, quantidade de micronucleos e células
binucleadas foi realizada por comparacdo ao controle negativo através do método de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn’s (p<0,05), quando 0s dados estavam fora da
normalidade segundo o teste de Shapiro-WilK (ZAR, 1999), ou quando ndo, por
ANOVA ndo paramétrica, com o teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas

com auxilio do software R, versao 3.2.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a realizagdo do ensaio de toxicidade aguda por via intraperitoneal foram
observados e registrados o numero de Obitos em cada grupo aplicados com
concentragdes crescentes do extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma

pyrifolium (Tabela 1).
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Tabela 1. Nimero de mortes a partir da administragdo intraperitoneal em doses crescentes do
extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium.

Dose (mg/Kg) n® Mortes/Total

Controle 6 0/6

5 6 0/6

50 6 0/6

300 6 0/6

600 6 0/6

900 6 4/6
1200 6 6/6

na: numero de animais utilizados em cada nivel de dose.

Os resultados da toxicidade aguda revelaram uma dose letal mediana (DL50) de
750,63 mg/Kg para o extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium
(Figura 2). Sendo letal, nas concentracOes testadas, a partir da concentragdo de 900
mg/Kg, com 66,7% dos animais mortos.

100 = {
Y=0,06661*X
R2=0.7498
DL=750,63 mg/Kg

50

% de mortes

0 500 1000

Dose (mg/kg)

Figura 1. Dose letal mediana do extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium
administrados intraperitonealmente em camundongos. Regressdo linear da dose-resposta: R2=
0,7498 e Y=0,06661*X.

A avaliagdo de toxicidade aguda é uma metodologia amplamente empregada
para verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos
agudos aos organismos vivos, em altas doses, especialmente injurias

anatomopatologicas e letalidade, e podem oferecer contribuicdo para estabelecer
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parametros de seguranca juntamente com outros dados de toxicidade. Quanto aos
vegetais, este método € til para identificar a toxicidade que 0 mesmo possa apresentar
(LAPA, 1999; LAPA, 2001; MARLIERE et. al., 2008; SILVEIRA et al., 2008;
CUNHA et al., 2009).

Nobrega (2008) avaliou a toxicidade aguda do extrato metandlico da casca de
Aspidosperma pyrifolium também em camundongos e encontrou a maior dose que ndo
apresentava letalidade como sendo 5 mg/Kg e a menor dose que apresentou 100% de
letalidade foi 15,62 mg/Kg.

Compostos de metabolismo secundario, como compostos fendlicos e
flavonoides, estdo associados a efeitos toxicos nos organismos (AGUIAR, 2004,
AGUIAR et al, 2007; HUTABARAT et al., 2000). Grandes quantidades de taninos
podem desempenhar atividades prejudiciais aos animais. Monteiro et al (2005) comenta
que animais domeésticos podem ser levados a morte se ingerirem alimentos com altos
teores de taninos.

Nobrega (2008) relata a presenca de triterpenos, esteroides, iridoides, saponinas,
acucares redutores e auséncia de glicosideos cardiacos para A. pyrifolium Mart.
Métodos fitoquimicos cléassicos realizados por Santos (2010) em extratos botanicos para
detencdo de constituintes quimicos revelam que o pereiro é detentor de alcaloides e
taninos. Desse modo, a toxicidade do extrato aquoso de folhas frescas deve estar
associada a presenca desses compostos organicos.

Na andlise do “Screening Hipocratico” para as concentragdes de 5 mg/Kg, 50
mg/Kg, 300 mg/Kg e 600 mg/Kg nas primeiras 48 h, de forma geral, foram observadas
um aumento do estado de consciéncia e disposi¢édo (atividade geral); um aumento da
atividade e coordenacdo do sistema motor e tdnus muscular (resposta ao toque); um
aumento do sistema nervoso central (tremores), e do sistema nervoso autbnomo
(respiracdo). Tais manifestacfes foram reversiveis desaparecendo apds as primeiras 48
h.

Na concentracdo de 900 mg/Kg, nas primeiras 48 h, houve uma diminuicdo do
estado de consciéncia e disposicdo (atividade geral); uma diminuicdo da atividade e
coordenacdo do sistema motor e ténus muscular (resposta ao toque; endireitamento e
tbnus do corpo); um aumento do sistema nervoso central (tremores; convulsdes e

straub), e de diminuicdo do sistema nervoso autbnomo (respiracdo). Quatro
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camundongos (de seis) j& morreram nos primeiros 30 minutos. Dos dois animais que
sobreviveram ap6s as 48 horas as manifestacdes desapareceram, contudo, um dos

animais demonstrou algumas feridas no corpo a partir do 7° dia (Figura 2).

-

Figura 2. Camundongo sob efeito da concentracdo de 900 mg/Kg do extrato aquoso de folhas
frescas de Aspidosperma pyrifolium apresentando feridas no corpo a partir do 7° dia do
screening hipocratico. Foto: Edigleyce Costa.

Na concentracdo de 1200 mg/kg todos os animais morreram nos primeiros 30
minutos depois de injetada a concentracao, apresentando sinais de grande diminui¢do do
estado de consciéncia e disposicdo (atividade geral), diminuicdo da atividade e
coordenacdo do sistema motor e tdnus muscular (resposta ao toque; endireitamento,
forca para agarrar e tdnus do corpo); um grande aumento do sistema nervoso central
(tremores; convulsdes e straub), e de diminuicdo do sistema nervoso autdbnomo
(respiracao).

Esses dados podem ser comparados com o screening realizado por No6brega
(2008), que aplicou diferentes concentragdes do extrato metanolico da casca de A.
pyrifolium, de modo que os animais apresentaram apds 30 minutos da administracéo,
reacOes com caracteristicas estimulantes tais como: agitacdo, movimentos circulares,
reacOes de fuga, tremores grosseiros, movimentos de vibrissas e taquicardia. Em
seguida os animais passaram a apresentar reagdes com caracteristicas depressoras como:
ambulacdo diminuida, flacidez muscular e analgesia (diminui¢do dos reflexos), outros
efeitos observados foram: contor¢des abdominais, tdnus da musculatura abdominal,

espasmos e irritagdo na conjuntiva.
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Observa-se que a influéncia dessa planta sobre o sistema nervoso dos animais, 0
que estd de acordo com o conhecimento popular dos produtores sobre a toxicidade da
mesma quando consumida por bovinos, caprinos e ovinos, com efeitos no sistema
reprodutivo e nervoso, principalmente quando os animais consomem a planta verde
(MEDEIROS et al., 2004; SILVA et al., 2006; ASSIS et al., 2009; RIET-CORREA et
al., 2011; RIET-CORREA; MEDEIROS, 2011; NETO et al., 2013; FERREIRA, 2014).

Dando continuidade as analises, os animais foram monitorados do primeiro ao
14° dia apds os tratamentos instituidos para avaliacdo do parametro fisiologico peso

corporal.

Tabela 2. Peso médio (g) = desvio padrdo das fémeas, dos machos e do total de animais
(machos + fémeas) que receberam o extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma
pyrifolium. Foi empregado o método de Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey.

Concentracao Peso médio
Fémeas npf Machos npm Total npt
Controle 35,5840,98 3  42,89+0,88 3 39,24+ 1,35 6
5 mg/Kg 33,74+4,08™ 3 34,49+3,31™ 3 35,84+ 1,50 6
50 mg/Kg 36,77+1,27" 3 42,14+4,35"™ 3 40,22+ 1,85™ 6
300 mg/Kg  36,32+2,57™ 3 40,38+1,24™ 3 38,62+ 2,00° 6
600 mg/Kg  38,10+4,27™ 3 44,77+4,90™ 3 41,44+ 1,78 6
900 mg/Kg ND 0 46,78+3,94™ 2 46,78+ 1,76"™ 2
1200 mg/Kg ND 0 ND 0 ND 0

ND = N&o determinado, ns (p>0,05) valores ndo significativos, npf € o nimero de fémeas pesados, npm é
0 nimero de machos pesados e npt € o nimero total incluindo machos e fémeas pesados. Colunas
seguidas por letras diferentes apresentam diferencas estatisticas significativas com valores maiores do que
o controle.

Observando o peso dos géneros nas concentragcdes testadas, as fémeas
sobreviventes, aparentemente, obtiveram um ganho de peso proporcional ao aumento
das concentracBes, no entanto, esse aumento ndo foi estatisticamente significativo. Os
machos sobreviventes ndo apresentaram variacdo de peso estatisticamente significativa
entre as concentracdes. Quando analisando o peso médio total observa-se um aumento
significativo do peso comparando a concentracdo de 5 mg/Kg com 600 mg/Kg e de 5
mg/Kg com 900 mg/Kg. Apesar desta Ultima concentragdo ja se encontrar no intervalo
de letalidade do extrato, ela ndo foi capaz de reduzir o peso dos animais (Tabela 2). Os

pesos ndo determinados ocorreram devido a morte dos animais.
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As alteracGes no peso médio tém sido usadas como indicador de efeitos adversos
para drogas e compostos (HILALY et al., 2004). Um estudo realizado com o po6 das
cascas do tronco de Aspidosperma excelsum na dose de 5000 mg/kg também néo alterou
a evolucdo ponderal do peso de ambos 0s sexos em relacdo aos respectivos grupos
controle em camundongos.

Também foi realizada uma comparagdo entre o peso dos machos e das fémeas,
onde foi observado que ndo houve interacdo em nenhuma das concentragdes testadas
entre fémeas e machos, mostrando que o peso de um sexo ndo influenciou no peso do

outro sexo (Figura 3).
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Figura 3. Andlise fatorial da interacdo entre o peso médio das fémeas e machos nas
concentragdes do controle (0 mg/L), 5 mg/Kg, 50 mg/Kg, 300 mg/Kg, 600 mg/Kg e 900 mg/Kg.

Outro parametro analisado foi a quantidade de microndcleos nas células de
medula dssea de camundongos (Tabela 3). As caracteristicas mais importantes da

analise pelo teste de micronucleos sdo a rapidez e a facilidade pela qual a atividade

64



genética pode ser demonstrada in vivo e o conhecimento de que, esses eventos, sendo de
natureza cromossdmica, sdo muito significativos em termos de riscos para 0s animais e
seres humanos (SALAMONE et al., 1980; MAVOURNIN et al., 1990).

Na analise das médias das frequéncias de microndcleos e células binucleadas as
concentragOes testadas ndo apresentaram nem potencial mutagénico e nem citotdxico,

quando comparadas ao controle (Tabela 3).

Tabela 3. Micronucleos e células binucleadas (média + desvio padrdo) em células de medula
0ssea de camundongos, apos 24 horas da administragdo intraperitoneal do extrato aquoso de
folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium. Método de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn’s.

Concentracéao Total de células MN+SD BN+SD
Controle 6000 90+6,07 49,5+37,33
5 mg/Kg 6000 120+4,63" 43,25+38,29™
50 mg/Kg 6000 93+9,29™ 46,08+48,53"™
500 mg/Kg 6000 82+3,33™ 58,41+53,77™

MN — micronucleos, SD — desvio padrdo, BN — binucleadas * (p<0,05) diferenca significativa entre as
concentragdes e o controle. ns (p>0,05) valores ndo significativos

As imagens dos microndcleos e células binucleadas referidas nos resultados

estdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4. Fotomicrografias (aumento de 1000 x) de MN (A) e células BN (B) encontradas em
medula 6ssea de camundongos ap6s 24 h de administracao intraperitoneal do extrato aquoso de
folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium. Fonte: Edigleyce Costa.

Os micronucleos sdo marcadores da exposicdo humana a genotoxicos e tém sido
extensivamente, usados para identificar agentes mutagénicos. Sua incidéncia pode
indicar instabilidade cromossomal e sua alta frequéncia ocorre em células tumorais e em
células com defeitos em reparo de DNA ou disrupgdo do checkpoint no ciclo celular.
Recentemente, evidéncias acumuladas sugerem inducdo de parada no ciclo celular
ocasionando a inducéo de apoptose (TERRADAS et al., 2010).

65



Quanto as células binucleadas, estas sdo indicativas de citotoxicidade
decorrentes numa falha no processo de citocinese (HOLLAND et al. 2008). O aumento
na sua incidéncia pode prever uma falha no mecanismo de diferenciacéo celular ou ser
secundaria a agentes genotoxicos. Os processos subjacentes ao aparecimento dessas
anormalidades ndo sdo ainda totalmente compreendidos. Porém, existe um grande
nimero de publicacbes que se referem aos mesmos (OZKUL et al., 1997;
GONSEBATT et al.,1997; BURGAZ et al., 1999; REVAZOVA et al.,2001; CELIK et
al., 2003; BASU et al.,2002; CARVALHO et al., 2002).

4. CONCLUSOES

A espécie Aspidosperma pyrifolium, nas concentragdes testadas, mostrou-se letal
nas fémeas e machos a partir da concentracdo de 900 mg/Kg, observando a quantidade
de mortes, obtendo, assim, uma dose letal mediana de 750,63 mg/Kg com o extrato
aquoso de folhas frescas.

Os animais avaliados apresentaram alteragdes comportamentais, principalmente
nas primeiras 48 horas, de modo que a planta mostrou influéncia no sistema nervoso dos
animais. Ja as alteracdes de peso médio para 0s sexos ndo foi significativa. Contudo,
houve diferenca significativa do peso médio total entre as concentracfes de 5 mg/Kg e
600 mg/Kg e 5 mg/Kg e 900 mg/Kg.

As concentracdes testadas ndo mostraram potencial mutagénico e citotdxico,
guando na anéalise das frequéncias de micronucleo e células binucleadas por
concentracéo.

Novos estudos devem ser realizados visando obter mais dados de toxicidade
dessa planta para assegurar o uso em saude humana e animal. No entanto, este trabalho
fornece dados de andlise experimental de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade
com células da medula 6ssea de camundongos ainda ndo investigados para

Aspidosperma pyrifolium.
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6. ANEXOS

ANEXO A - ldentificacdo das exsicatas da especie Aspidosperma Pyrifolium
depositadas no herbario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).
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ANEXO B - Parecer de projeto encaminhado a Comissao de Etica no Uso de Animais
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
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